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Verfahren zur Erhohung der spektralen und raumlichen 
Detektoraufldsung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Anordnung in der 
Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere der Laser Scanning Mikroskopie, der 
Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie und der Scanning Nahfeld- 
mikroskopie, zur Untersuchung von vorwiegend biologischen Proben, 
Praparaten und zugeh5rigen Komponenteh. Mit eingeschlossen sind auf 
Fluoreszenzdetektion basierenden Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen 
(High Throughput Sceening). Durch den Obergang von der Detektion von 
wenigen breiten spektralen Farbstoffbandern zur simultanen Aufnahme 
kompletter Spektren eroffnen sich neue Moglichkeiten bei der Identifikation, 
Separation und Zuordnung der meist analytischen oder funktionalen 
Probeneigenschaften zu raumlichen Teilstrukturen oder dynamischen 
Prozessen. Simultan-Untersuchungen von Proben mit Mehrfachfluorophoren 
werden damit bei Oberlappenden Fluoreszenzspektren auch in raumlichen 
Strukturen von dicken Proben moglich. Durch die Anordnung wird die 
spektrale und raumliche Auflosung der Detektionseinheit erhoht. 

Stand der Technik 

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskopie zur Untersuchung 
von biologischen Praparaten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit.: Pawley, 
..Handbook of biological confocal Microscopy"; Plenum Press 1995). Hierbei 
werden bestimmte Farbstoffe zur spezif.schen Markierung von Zellteilen 
verwendet. 

Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen die 
FarbstoffmolekQIe durch die Absorption eines Photons aus dem 
Grundzustand in einen angeregten Zustand an. Diese Anregung wird meist 
ate Einphotonen-Absorption bezeichnet (Abb. 1a). Die so angeregten 
FarbstoffmolekQIe konnen auf verschiedene Weise in den Grundzustand 
zuruck gelangen. In der Fluoreszenzmikroskopie ist der Obergang unter 
Aussendung eines Fluoreszenzphotons am: wichtigsten. Die Wellenlange des 
emittierten Photons ist aufgrund der StokesVerschiebung im Vergleich zur 
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Anregungsstrahlung generell rot verschoben, besitzt also eine grofiere 
Wellenlange. Die Stokesverschiebung ermSglicht die Trennung der 
Fluoreszenzstrahlung von der Anregungsstrahlung. 

Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroitischen Strahlteilern .n 
Kombination mit Blockfiltem von der Anregungsstrahlung abgespalten und 
getrennt beobachtet. Dadurch ist die Darstellung einzelner, mit verschiedenen 
Farbstoffen eingefarbten Zellteilen, moglich. Grundsatzlich konnen jedoch 
auch mehrere Teile eines Praparates gleichzeitig mit verschiedenen s.ch 
spezifisch anlagernden Farbstoffen eingefarbt werden (Mehrfachfluoreszenz). 
Zur Unterscheidung, der von den einzelnen Farbstoffen ausgesendeten 
Fluoreszenzsignale, werden wiederum spezielle dichroitischen Strahlte.ier 
verwendet. 

Neben der Anregung der FarbstdffmolekQle mit einem hochenergetischen 
Photon (Einphotonen-Absorption) ist auch eine. Anregung mit mehreren 
Photonen geringerer Energie moglich (AbbOb). Die Summe der Energien der 
Einzelphotonen entspricht hierbei ungefahr einem Vielfachen des 
hochenergetischen Photons. Diese Art der Anregung der Farbstoffe w.rd als 
Mehrphotonen-Absorption bezeichnet (Lit,. Corle, Kino; ..Confocal Scann.ng 
Optical Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). 
Die Farbstoffemission wird durch diese Art der Anregung jedoch n.cht 
beeinflufct, d.h. das Emissionsspektrum erfahrt bei der Mehrphotonen- 
Absorption einen negativen Stokesshift, besitzt also eine geringere 
Wellenlange im Vergleich zur Anregungsstrahlung. Die Trennung der 
Anregungs- von der Emissionsstrahlung erfolgt in der gleichen Art und We.se 
wie bei der Einphotonen-Absorption. 

Der Stand der Technik soil im folgenden beispielhaft anhand eines konfokalen 
Laser-Scanning- Mikroskopes (LSM) erlautert werden (Abb.2). 

Ein LSM gliedert sich im wesentlichen in 4 Module: Lichtquelle, Scanmodul, 
Detektionseinheit und Mikroskop. Diese Module werden im folgenden naher 
beschrieben. Es wird zusatzlich auf DE19702753A1 verwiesen. 



2 



' 4 5 7 



Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einem Praparat 
werden in einem LSM Laser mit verschiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die 
Wahl der Anregungswellenlange richtet sich nach den Absorptions- 
eigenschaften der zu untersuchenden Farbstoffe. Die Anregungsstrahlung 
wird im Lichtquellenmodul erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei 
verschiedene Laser (Argon, Argon Krypton, TiSa-Laser). Weiterhin erfolgt im 
Lichtquellenmodul die Selektion der Wellenlangen und die Einstellung der 
Intensitat der benotigten Anregungswellenlange, z.B. durch den Einsatz eines 
akusto optischen Kristalls. Anschlieftend gelangt die Laserstrahlung Qber eine 
Faser oder eine geeignete Spiegelanordnung in das Scanmodul. 
Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mit Hilfe des Objektivs (2) 
. beugungsbegrenzt Qber die Scanner, die Scanoptik und die Tubuslinse in das 
Pr§parat fokussiert. Der Fokus rastert punktformig die Probe in x-y-Richtung 
ab. Die Pixeiverweilzeiten beim Scannen Qber die Probe liegen meist im 
Bereich von weniger als einer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 
Bei einer konfokalen Detektion (descanned Detection) des Fluoreszenz- 
lichtes, gelangt das Licht das aus der Fokusebene (Specimen) und aus den 
daruber- und darunterliegenden Ebenen emittiert wird, uber die Scanner auf 
einen dichroitischen Strahlteiler (MDB). Dieser trennt das Fluoreszenzlicht 
vom Anregungslicht. Anschlieliend wird das Fluoreszenzlicht auf eine Blende 
(konfokale Blende / Pinhole) fokussiert, die sich genau in einer zur 
Fokusebene konjugierten Ebene befmdet. Dadurch werden 
Fluoreszenzlichtanteile auBerhalb des Fokus unterdruckt. Durch Variieren der 
^ . Blendengrdfce kann die. optische Auflosung des Mikroskops eingestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer dichroitischer Blockfilter 
(EF) der nochmals die Anregungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren. des 
Blockfilters wird das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetektors (PMT) 
gemessen. 

Bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption erfolgt die Anregung der 
Farbstofffluoreszenz in einem kleinen Volumen in dem die 
Anregungsintensitat besonders hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich 
groBer als der detektierte Bereich bei Verwendung einer konfokalen 
Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen Blende kann somit entfallen und die 
Detektion kann direkt nach dem Objektiv erfolgen (non descannte Detektion). 
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in einer weiteren Anordnung zur Detektion einer durch Mehrphotonen- 
absorption angeregten Farbstofffluoreszenz erfolgt weiterhin eine descannte 
Detektion, jedoch wird diesmal die Pupi.le des Objektives in d.e 
Detektionseinheit abgebildet (nichtkonfokal descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild wird durch beide 
Detektionsanordnungen in Verbindung mit der entsprechenden Einphotonen 
bzw Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schn.tt) 
wiedergegeben, die sich in der Fokusebene des Objektivs bef.ndet. Durch d.e 
Aufzeichnung mehrerer optische Schnitte in der x-y Ebene in verschiedenen 
Tiefen z der Probe kann anschliefiend rechnergestQtzt ein dreidimensionales 
Bild der Probe generiert werden. 

Das LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Praparaten geeignet. D.e 
Anregungswellenlangen werden durch den verwendeten Farbstoff mit se.nen 
spezifischen ' Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die Em.ss.ons- 
eigenschaften des Farbstoffes abgestimmte dichroitische Filter stellen s.cher, 
daft nur das vom jeweiligen Farbstoff ausgesendete Fluoreszenzlicht vom 
Punktdetektor gemessen wird. 

,n biomedizinischen Applikationen werden zur Zeit mehrere verschiedene 
Zellregionen mit verschiedenen Farbstoffen gleichzeitig mark.ert 
(Multifluoreszenz). Die einzelnen Farbstoffe konnen mit den Stand der 
Technik entweder aufgrund verschiedener Absorptionseigenschaften oder 
Emissionseigenschaften (Spektren) getrennt nachgewiesen werden ( Abb 3a) . 
Aufgetragen sind beispielhaft Emissionssignale in Abhangigkeit von der 
Weilenlange fur verschiedene Farbstoffe (1-4). Zum getrennten Nachwe.s 
erfolgt eine zusatzliche Aufspaltung des Fluoreszenzlichts von mehreren 
Farbstoffen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und eine getrennte Detektion 
der einzelnen Farbstoffemissionen in verschiedenen Punktdetektoren (PMT 
x) Eine flexible Anpassung der Detektion und der Anregung an 
entsprechende neue Farbstoffeigenschaften durch den Anwender ist mit der 
oben beschriebenen Anordnung nicht moglich. Statt dessen mussen fiir jeden 
(neuen) Farbstoff neue dichroitische Strahlteiler und Blockfilter kreiert werden. 
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in einer Anordnung gemau WO9507447 wlrd das Fluoreszenzlicht mit H.lfe 
eines Prismas spektral aufgespalten. Das Verfahren un.erscheidet.sieh von 
der oben beschriebenen Anordnung mit dichrottischen Filtem nur daduroh, 
da ss der verwendete Filter in seiner Charakteristik einstellbar ist. Es werden 
jedooh weiterhin pro Punktdetektor vorzugsweise das Emissionsband e.nes 
Farbstoffs aufgezeichnet. 

Eine schnelle lokale Messung des Emissionsspektrums ist mit beiden 
Anordnungen nur bedingt m6glich. da die Einstellung des Emissionsbere,ches 
auf mechanischen Bewegungen des dichroitischen Filters bzw. von Blenden 
beruht und somi. der maximale spektrale AuMsung auf einige 5nm begrenzt 
ist Eine hone spektrale Auflesung wird z.B. dann benStigt wenn s,ch die 
Emissionsspektren wie in Abb^b dargestelit Oberlagern. Abb^b zeigt e,n 
solches Verhalten von zwei in der Natur vorkommenden Farbstoffen CFP und 
GFP Diese Farbstoffe sind zur Untersuchung von Lebendpraparaten 
besonders geeignet da sie keine toxischen Wirkungen auf d» zn 
untersuchenden Proben ausuben. 

1st die Lege des Emissionsspektrums der verwendeten Farbstoffe unbekannt 
oder tritt eine von der Umgebung abhSngige Versohiebung des 
Emissionsspektrums (Abb^c) auf, so ist eine hochaufgeiaste Detektion der 
Farbstofffluoreszenzen notwendig, Die Wellenlangenverschiebung kann b,s 
zu mehreren 10 nm betragen. Zur Vermessung des Emissionsspektrums ,n 
der Probe werden heutzutage Spektrometer auoh in Verbindung mit einem 
LSM eingesetzt. Hierbei wird statt eines Punktdetektors ein herk8mml,ohes 
meist hochauflSsendes Spektrometer eingesetzt (Patent Dixon, et al. US 
5 102 980). Diese kBnnen jedooh nur punktuell Oder gemittelt Ober ein Gebiet 
ein Emissionsspektrum aufzeichnen. Es handelt sich also um eine Art der 
Spektroskopie. Zusatzlich wird das zumeist schwache Fluoreszenzsignal der 
Probe auf eine groBe Anzahl von Einzelkanalen im Spektrometer (me,st 512 
Oder 1024 EinzelkanSie) verteilt bzw. wird ein sohmales Fiuoreszenzband 
entsprechend der spektralen Auflbsung detektiert. Deshalb ist das Signal pro 
Einzelkanal auBerst gering und unter Umstanden nicht mehr detektierbar. 
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Statt eines Punktscanners werden nach dem Stand der Technik auch so 
genannte Linienscanner verwendet (Lit,. Corle, Kino; „Confocal Scanning 
Optical Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). 
Der prinzipielle Aufbau entspricht im wesentlichen dem eines LSM nach Abb, 
2 Jedoch wind statt eines Punktfokus eine Linie in den Fokus abgebildet und 
die zu untersuchende Probe nur noch in einer Richtung gescannt. Als 
konfokale Blende dient in einem solchen Aufbau statt einer Lochb.ende e.ne 
Schlitzbiende. Eine nichtdescannte Detektion bei Verwendung emer 
Mehrphotonen-Absorption kann auch mit dieser Anordnung erfolgen. H.erzu 
kann wiederum die konfokale Blende entfallen. Zur Detektion wird meist e.ne 
CCD-Zei!e mit 1024 oder mehr Bitdpunkten eingesetzt. Durch das Scannen 
einer Linie anstatt eines Punktes kann die Bildaufnahmerate erhebl.ch 
vergrofcert werden. Somit kann dieses Scanverfahren zur Beobachtung von 
schnell ablaufenden Prozessen in Echtzeit verwendet werden. 

Nachteilig bei den Verfahren nach dem Stand der Technik ist, dass der 
Zeilendetektor ublicherweiser sequential ausgelesen werden muss, wodurch 
sich bei schnellen Ausleseraten ein erhohtes Ausleserauschen ergeben kann. 

Aufgabe der Erf.ndung sind daher neue Methoden zur effizienten und 
spektral und raumlich hochaufgelosten Detektion von Fluoreszenzfarbstoffen. 
Diese Methoden sollen in bildgebenden wie in analytischen 
Mikroskopiersystemen eingesetzt werden konnen. Die Mikroskopsysteme 
sind bildgebende Systeme wie Laser-Scanning-Mikroskope zur dre.d.men- 
sionalen Untersuchung von biologischen Praparaten mit einer optischen, 
raumlichen Auflosung bis zu 200 nm. Scanning-Nahfeld-Mikroskope zur 
hochaufgelosten Untersuchung von Oberflachen mit einer Auflosung von bis 
zu 10 nm Fluoreszenzkorrelations-Mikroskope zur quantitativen Bestimmung 
von MolekOlkonzentrationen und zur Vermessung von MolekQI-Diffussionen. 
Weiterhin sind auf Fluoreszenzdetektion basierende Verfahren zum Screenen 
von Farbstoffen eingeschlossen. 

In all den o.g. Systemen werden Fluoreszenzfarbstoffe zur spezifischen 
Markierung der Praparate eingesetzt. Die o.g. Aufgabe wird durch Verfahren 
und Anordnungen gemali den unabhangigen Patentanspriichen gelSst. 
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Bevorzugte 



Weiterbildungen sind Gegenstand der abhangigen Anspruche. 



Beschreibung der Erfindung 

Beide Verfahren zur Erhbhung der spektralen und der rauml.chen 
Detektorauflosung werden im folgenden einzeln eriautert. 
Hintergrund des erfmdungsgemaHen Verfahrens ist eine spektra! 
aufgespaltete Detektion der Fluoreszenz. Dazu wird das Emissions ,cht an 
Scanmodu, Oder im Mikroskop (bei Mehrphotonen-Absorption) m,t H,lfe e.nes 
Elementes zur Trennung der Anregungsstrahiung von der d—n 
Strahlung wis dem Hauptfarbteiler (MDB) Oder einem AOTF gemaK 7W6DE 
Oder gemaa 7323DE vom Anregungslicht abgespaiten. Be, DurchLcht- 
anordnungen kann ein derates Element auoh v6llig entfallen. Bn 
Blockschaltbild der nun folgenden Detektoreinheit, st ,n 
Abb 5 dargestellt. Das Licht L der Probe wird mit Hiffe einer abb.ldenden 
Optik PO bei konfokaler Detektion durch eine Blende (Pinhole) PH fokuss,ert. 
woduroh Fluoreszenz, die aufcerhalb des Fokus entstand, unterdruckt w,rd. 
Be. einer nichtdescannten Detektion entfallt die Blende. Das Lioht w,rd nun 
mit Hiife eines winkeldispersiven Elements D, in seine Spektralanteile zerlegt. 
Als winkeldispersive Eiemente kommen Prismen, Gitter und belspielsweise 
akusto optische Eiemente in Frage. Das vom dispersiven Element in seme 
spektralen Kompo^enten aufgespaltete Llcht wird im AnsohluB auf e,nen 
Zeilendetektor DE abgebildet. Dieser Zeilendetektor DE miBt also das 
Emissionssignal S in Abhangigkelt von der WellenltSnge und wandelt d,es ,n 
elektrische Signale urn. Mit Hilfe eines erfindungsgemaSen, im folgenden 
naher eriSuterten Wellenlangenscanners WS kann die Lage des 
Fluoreszenzspektrum relativ zum Zeilendetektor definiert urn eine Wegstreoke 
dl durch Verschieben des PMT in Fig.6 Oder duroh Schwenkung eines Grtters 
Oder Spiegels urn einen Drehwinkel phi ( Fig.6 und weitere) verschoben 
werden. Zusatziioh kann der Detektionseinheit nooh ein Linienfilter zur 
Unterdruckung der Anregungswellenlangen vorgesohaltet werden. 

Eine megliche Ausfuhrungsform des optisohen Strahlenganges der in Ab^S 
im Blookschaltbild gezeigten Detektoreinheit ist in AbbJS dargestellt. Der 
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Aufbau beschreibt im wesentlichen einen Cerny Turner Aufbau. Be. e.ner 
konfokalen Detektion wird das Licht L der Probe mit der Pinholeoptik PO 
durch die konfokale Blende PH fokussiert. Bei einer nichtdescannten 
Detektion im Falle einer Mehrphotonen-Absorption kann diese Blende 
entfallen. Der erste abbildende Spiegel M2 ko.limiert das Fluoreszenzl.cht. 
Anschliefcend trim das Licht auf ein Liniengitter G. beispielsweise ein G.tter 
mit einer Linienzahl von 651 Linien pro mm Das Gitter beugt das L.cht 
entsprechend seiner Wellenlange in verschiedene Richtungen. Der zwe.te 
abbildende Spiegel M1 fokussiert die einzelnen spektral aufgespa.tenen 
Wellenlangenanteile auf die entsprechenden Kanale des Zeilendetektors DE . 
Besonders vorteilhaft ist der Einsatz eines Zeilen-Sekundar- 
elektronenvervielfachers derFirma Hamamatsu H7260. Der Detektor bes.tzt 
32 Kanale und eine hohe Empfindlichkeit. Derfreie Spektralbereich der oben 
beschriebenen AusfQhrungsform betragt etwa 350 ran. Der freie Spektral- 
bereich wird in dieser Anordnung gleichmafcig auf die 32 Kanale des 
Zeilendetektors verteilt, wodurch sich eine optische Auflosung von etwa 10 
nm ergibt. Somit ist diese Anordnung nur bedingt zur Spektroskopie gee.gnet. 
Jedoch ist ihr Einsatz in einem bildgebenden System vorteilhaft, da das 
Signal pro Detektionskanal aufgrund des relativ breiten detekt,erten 
Spektralbandes noch relativ grofc ist. Eine Verschiebung des 
Fluoreszenzspektrums kann durch eine Verdrehung beispielsweise des 
Gitters von M1. von M2, urn den Winkel phi und/oder durch e.ne 
Verschiebung des Zeilenempfangers in Richtung der We.lenlangen- 
aufspaltung urn dl erfolgen (siehe Abb). Dies entspricht einer vorteilhaften 
Ausfuhrung des o.g. Wellenlangenscanners WS. 

Eine weitere mogliche AusfQhrungsform kann die Verwendung eines 
Matrixdetektors (z.B. eine CCD-Matrix) beinhalten. Hierbei wird in e.ner 
Koordinate durch das dispersive Element G eine Aufspaltung in der 
Zeichenebene in verschiedene Wellenlangenanteile vorgenommen. In der 
Richtung senkrecht zur Zeichenebene auf dem Matrixdetektor wird eine 
komplette Zeile (oder Spalte) des gescannten Bildes abgebildet. D.ese 
Ausfuhrungsform ist besonders vorteilhaft beim Aufbau eines Linienscanners. 
Der prihzipielle Aufbau entspricht im wesentlichen dem eines LSM nach Abb, 
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2 jedoch wird statt eines Punktfokus eine Linle wie gestrichelt dargestellt, 
beispielsweise durch eine Zyiinderlinse ZL in den Fokus abgebildet und d,e zu 
untersuchende Probe nur nooh in einer Richtung gesoannt. Ais konfokaie 
Blende dient in einem soichen Aufbau statt einer Lochb.ende e,ne 
Sehlitzblende. Eine nicMdescannte Detektion insbesondere bei Verwendung 
einer Mehrphotonen-Absorption kann auch mit dieser Anordnung w,e ,n F,g.2 
dargesteilt, erfolgen. Wei<erhin kann die Schirtzblende be, 
Mehrphotonenabsorption entfallen. 

Hintergrund des Verfahrens zur Erhahung der raumliohen DetektoraufiBsung 
vorzugsweise bei einem in Echtzeit bildgebenden Verfahren ,st e,ne 
iinlenfOrmlge Anregung und Detektion der Probe (Liniensoanner) Das 
Emissionslicht wird im Scanmodul oder im Mikroskop (bei Mehrphotonen- 
Absorption) mit Hilfe beispielsweise des Hauptfarbteiiers (MDB) vom 
Anregungslich, abgespaiten. Ein Biockschaitbi.d der 
Detektorelnhei. ist in Abb^ dargestellt. Das Uoh. der Probe 
einer abbildenden Optik PO bei konfokaler Detektion durch eine Schfeblende 
PH 1 fokussiert, wodurch Fluoreszenz, die auSerhalb des Fokus entstand, 
unterdrOckt wird. Bei einer niohtdesoannten Detektion entfallt die Blende. Das 
Licht kann nun auch mit Hilfe eines in Fig.8 dargestellten Spiegels SP, der 
sich in einer zu den Scanspiegeln x/y optisch konjugierten Ebene (Pupille der 
optischen eeleuchtungsanordnung) befindet, auf den Zeilendetektor DE 
abgebildet werden. 

Hier erfolgt keine dispersive Aufspaltung sondern eine breitbandige Erfassung 
des Fluoreszenzliohtes mlttels der Detektionseinheit. wobei die OrtsauflOsung 
entlang der Scanllnie mittels des Detektors realisiert wird. 
Mit Hilfe des Spiegels SP kann die Lege der Fluoreszenzlinie relativ zurn 
Zeilendetektor deflniert urn dl versohoben werden (Positionsscanner WS). 
Dieser Zeilendetektor DE mist also das Emlsslonssignal in Abhangigkeit von 
der Position in der die Anregung in der Probe erfolgte und wandelt dies ,n 
elektrische Signale urn. Zusatzlich wird vorteilhaf. der Detektionseinheit noch 
ein (nioht dargestellter) Linienfllter zur Unterdrfickung der Anregungs- 
wellenlangen vorgesohaltet. Weiterhin ist eine Aufspaltung der 



9 



Fluoreszanzsignala varschiadanar Farbstoffa mit entsprechendan 
dichroMschen Filtern naoh dam Stand der Tachnik und aina gatfennta 
Dataktion dar Fluoraszenzsignala mit verschiadanan Detektionsemnchtungan 
Teil dieser Erfmdung. 

Bna moglicha AusfQhrungsform das optjschan Strahlangangas dar In Abba 
im Blockschaltbild gezaigtan Detaktorainhait ist in AbbJJ dargastallt. Ba, a.nar 
konfokalan Dataktion wird das Licht L der Proba mit dar Pinhoiaopf k PO 
duroh dia konfokaia Schlitzblanda PHS fokussiert. Bai ainar nichtdescarmten 
Dataktion im Falla ainar Mahrphotonan-Absorption kann diasa Stand, 
antfallen. Dar arsta abbiid e nda Spiagal M2 kollimiart das 
Anschlialland trim das Licht auf ainan waitaran ebanen Sp.agel SP Dar 
Spiagal SP beflndat sich in ainer PupHIa dar optischen Balauchtung* 
afnrichtung und is. drahbar galagart. Dar zwaita abb.idanda S P ,aga, Ml 
fokussiart dia Scanlinia auf dia antsprechanden Kanale das Zeilandatektors 
DE Basondars vorteilhaft is. dar Einsatz ainas Zailen-Sekundar- 
elaktronanvarvielfachars dar Firma Hamamatsu H7260. Dar Dataktor bas,tzt 
32 Kanale und eina hobs Empfindliohkait. Waitarhin ist das S.gnal pro 
Dataktionskana, aufgrund das reiativ braitan datektiartan UnientailstQckas 
nooh ralativ grofc ist. Eina Varschiabung des Scanlinia kann durch a,na 
Verdrahung baispialswaisa das Spiagals SP urn aina Achsa sankracht zur 
Scanlinia antlang dar y Koordinata am PMT und parallal zur Spiagalabena, 
von Ml. von M2 urn phi und/odar durch aina Varschiabung das Ze,lan- 
ampfangars urn dl arfolgan, Dias antspricht dam o.g. Positionsscanner WS. 
Eina nichtdascannta Dataktion insbssondara bai Verwandung ainar 
Mahrphotonan-Absorption kann auch mit diasar Anordnung wia in F,g.2 
dargestallt, arfolgan. Waitarhin kann dia Schlitzbienda bai Mahrphotonan- 
absorption entfallen. 

Liagt die Scanlinia z.B. antlang dar X Achsa so kann dar Scannar den 
Positionsscan WS urn dl ubernahman. In diasam Falla wurde dar Spiegel SP 
in Abb 8 fast stehen. Hiarbai wird nicht dia Scanlinia mittels WS ralativ zum 
Dataktor sondarn vialmahr dia Scanlinia in dar Proba antlang dar x-Achse 
bawagt Baida Bawagungan sind prinzipiall glaich. Dar y Scannar bewegt ,n 
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diesem Falle die Linie entiang der y Achse Ober das Praparat. Die Funktionen 
der x bzw. y Achsen kOnnen auch vertauscht werden. 

Der Vorteil der ietzten Variante liegt darin, dass zwischen e.nem 
punktscannenden LSM mit hcher spektraler AuflSsung (durch disperse 
Aufspaitung gemafs Fig. 5 und 6) und einem linienscannenden rn« ^enngerer 
spektraler Aufiosung aber hoher Scangeschwindigkeit (gema* Abb. 7 und 8 
1 und her geschalte. werden kann, wobe, jedesmal auf die gle.che Detekbon 
zuruckgegnffen werden kann. Dazu wird beispielsweise vorteilhaft anstatt des 
Spiegels bzw. des Gitter eln Schaitelement an dem sich beide opUschen 
Elemente beflnden angebracht. Wird vom Punktscanner zum Unienscanner 
umgeschaitet, so wird in den Strahlengang ^ischen MDB und 
L asere,nko PP .ung im Scanmodul eine Zylinderlinse ZL in Abb. 2 zur Formung 
einer Scanlinie eingebracht, das Pinhole zu einer Schlitzblende verandert 
cder ausgewechsei. und der Spiegel SP eingedreht. Abb^ ! 
verschiedene Anordnungen zur Ausbildung des Schaltelements G/SP. Abfe 
9a) zeigt ein drehbares Element auf dem slch auf der Vorderseite ein Spiegel 
und auf der ROckseite ein Gitter Mind* Abb_SbJ zeigt eine drehbare 
Anordnung mit 2 Cittern und einem Spiegel. Durch die Veovendung von 
mehreren Gittern kann die potentielie spektrale AuflSsung der 
Detektionseinheit variiert werden. Abb9cl zeigt eine Anordnung be, der G/SP 
vertikal (oder horizontal bei urn 90- gedrehter Anordnung) verschoben w,rd 
und im oberen Teil mit einem Gitter und im unteren Teil mit einem Sp.egel 
belegt wurde. Eine Kombination der in AbtU dargestellten Anordnungen s,nd 
uneingeschrankt Teil der Erfindung. 

" Eine weitere mogliche AusfQhrungsform kann die Verwendung eines 
Matrixdetektors (z.B. eine CCD, oder eine 8x8 PMT Matrix von Hamamatsu 
H7546) beinhalten. Diese AusfOhrungsform 1st besonders vorteilhaft beim 
Aufbau eines spektra. hoch auflosenden Echtzeit-Linienscanners. Hierzu w,rd 
wiederum statt des Spiegels SP in Abbji ein Gitter venvendet, welches das 
Fluoreszenzlicht senkrecht zu den Gitterlinien spektral in Zeichenebene 
aufspaltet und entlang einer Koordlnate des Matrixdetektors abbildet. .n der 
hierzu senkrechten Richtung auf dem Matrixdetektor wird eine komplette 
Zeile (Oder Sprite) des gescannten Bildes abgebildet. Die Scanlinie ist hierbe, 
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parallel zu den Gitteriinien ausgerichtet. Die Drehung des Gitters kann um d,e 
vertikale Achse, d.h. senkrecht zur Zeichenebene, zur Erhphung der 
spektralen Detektoraufosung erfolgen. Eine zusatzliche Drehuns , urn ene 
horizontal Achse. die in der Gitterebene und senKrech, zu den G«M. n-n 
,egt kann der Erhehung der rSumlichen Detektorauflosung d,enen ,ndem 
JLb der Schwenkung des Gitters die Scaniinie Ober den Detektor bewegt 

S die Scaniinie z.B. entiang der X Aohse so kann der x-Soanner den 
Positionsscan WS um di ubernehmen. In diesem Fails wurde das G,tter .n 
Ab b 8 in seiner horizontal Verkippung vorzugsweise fest stehen Der y 
S^Tner bewegt in diesem Falle die Scaniinie entiang der y Achse Qber das 
PrSparat. In einer weiteren AusfQhrungsform kann auch das Gttter ,n se,ner 
Jzontalen und seiner verUkaien Verkippung fest stehen. D"*"" 0 ™"" 
zur Erhohung der raumlichen Auflosung erfoigt weiterhin durch den x- 
Scanner. Eine Erhohung der spektralen Detektorauflosung wird ,n d.esern 
Fal ,e nicht durchgefflhr.. Die Funkttonen der x bzw. y Achsen kSnnen auch 
vertauscht werden. 

Die spektraie bzw.. raumliche Auflesung is. bei den oben dargestellten 
optischen Anordnungen durch die Grofce und Anzah, der Einze^anaie 
festgelegt. In den oben beschriebenen AusfQhrungsformen detekfert jeder 
Einzelkanal eln Spektralband des Emissionsspektrums mil einer spektralen 
Breite von ca. 10 nm. Hingegen betragt die potentielle spektraie AuflSsung 
der Soektrometeranordnung (AX) aufgrund des verwendeten Gitters 1.5 nm. 
Bel Anwendung der oben beschriebenen Anordnungen in e.nem 
Linienscanner detektiert ieder Einzelkana, bei einer georderten 

. . . lf . u , Qico cmo Pixeln die Summe von sizioz-\o 

Pixelauflosung von beispielsweise tnt nxem u.« 

Einzelbildpunkten. 

Um die spektraie bzw. raum.iche Auflosung der Detektionseinheit um einen 
Faktor n zu erhohen, wird das Fiuoreszenzspektrum bzw. die Scanlin.e .n n 

■ o.n ViPlfaches von L/n, wobei L der Breite eines 

Schritten um jeweils em Vienacnes vun ui , 
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Einzelkanals entspricht, verschoben. £bb_U> zeigt schemaSsch jewe.ls ,n 
einer Zeile die versohiedenen Einzelkanale des Zeilendetektors, deren N 
Einzelsignale C entsprechen. Fur den oben erwahnten Zeilendetektor H7260 
ist N =32 in Richtung der dl-Achse sind verschiedene Stellungen des 
detektierten Signales (Emissionspektrum taw. Scanllnie) als Funktion des 
oben besohriebenen Wellenlangen- bzw. Positonsscanners dargestellt. Eine 
Verschiebung (entspricht WS) des Fluoreszenzspektrums bzw. der Scanlm.e 
kann wie oben bereits erwShnt, duroh eine Drehung des Gitters bzw. des 
Spiegels um einen Winkel phi Oder duroh Verschiebung dl des Detektors 
erfolgen. 

Die gemessenen Signals der Einzelkanale werden mit o kJ (in Abb. 10 als 
Blocke dargestellt) bezeichnet, wobei k = I.JVdls Kanalnummer undy = 0..n-1 
die Vielfachen der Verschiebung L/n sind. Fallt das Signal am Rand des 
Detektors nicht ab, so kann wie in Abbi.dung 10 grau dargestel.t, der letzte 
Einzelkanal des Detektors so abgedeckt (ausgeblendet) werden, dass nur 
eine Breite von L/n zur Messung zur VerfOgung stent Dies ist zur Verme.dung 
von Artefakten bei der Berechnung notwendig. 

Zur Berechnung der N mal n Spektralwerte S m werden nun Differenzen von 
Summen Qber Einzelkanale nach folgendem Algorithmus geb.ldet: 
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M '=1 
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Die so berechneten Spektralwerte bzw. Positionswerte S (Zwischenwerte) 
konnen im AnschluG. graphisoh auf dem angezeigten Bild, z.B. wahrend e,nes 
Spektralscans dargestellt werden. 

Abb 11 a) zeigt die Abhangigkeit der Detektorauflbsung von der Anzahl der 
Verschiebungen n anhand der oben beschriebenen Spektrometeranordnung. 
Fur n=1 ist die spektrale Auflosung der Detektionseinheit gleich der spektralen 
# Auflosung eines Einzelkanals (L), also etwa 10 nm. Fur eine 5 malige 
Wellenlangenverschiebung um L/5 betragt die spektrale Auflosung der 
Detektionseinheit 2 nm. Die maximal erreichbare spektrale Auflosung w.rd 
durch die Anzahl der Linien des eingesetzten Gitters bestimmt. Diese 
maximale spektrale Auflosung (AX) wird entsprechend dem Abtasttheorem 
nach Nyquist genau dann erreicht, wenn die Detektorauflosung gleich der 
halben potentiellen Auflosung der Spektrometeranordnung (AX) ist. Dies 
entspricht einer Anzahl: 
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und b e«g. in diesem Fa,le n^-13. Is. die Anzah, der Ve^chebu gen 
gr 6B er ais n™, so werden die Spek.ralkomponen.en zu hiuflg abgetaste. und 
es ergibt sich kein weiterer Aufiesungsgewinn. 1st n kieiner als n„. so werden 
zu wenige Spek.ralkomponen.en abgetastet und die Aufl6sung der 
Detektionseinheit wird durch den Detektor festgelegt. 

Abb 11b) zeigt die Abhangigkeit der raumlichen Detektoraufiesung von der 
Anzahl der Verschiebungen. Man erkennt. dass bei einer 16 ma gen 
Positionsverschiebung in einem Linienscanner und einem 32 kanaUgen 
Detektor die gleiohe AuflSsung . erziel. wird, wie bei Verwendung e.nes 
Ze.lende.ek.ors mi. 512 Biidpunkten. Dabei wurde die Bildaufnahmera.e 
gegenOber dem Punktecanner bei gleicher Bildgrbfte und einer konstanten 
Integrationszeit pro Bildpunkt um einen Faktor 32 erhoht 
Eine Anordnung zum Auslesen der EinzelkanSle % in Abhangigkeit vom 
Drehwinke, ph. des Otters bzw. des Spiege.s is. in *fcJ2 
dargestellt. Hierbe, wird der an den Anoden des PMT Amende Strom 
jeweils durch den ersten Ampiifier A (als S.rom-S P annungswand,er 
geschaLet) in eine Spannung gewandelt und verstarkt. Die Spannung w,rd 
einem Integrator I zugefuhrt der Ober eine entsprechende Ze„ (z.B. 
Pixelverweilzeit) das Signal integriert. 

Zur schnelleren Auswertung kann dem Integrator I ein Komparator K 
naohgeschaltet werden, der als einfacher Komparator eine Schaltschwelle 
hat die bei Oberschreitung ein digitales Ausgangssignal erzeugt Oder der als 
Fensterkomparator ausgebi.det ist und dann ein digitales Ausgangssignal 
bildet, wenn sich das Eingangssignal zwischen der oberen und unteren 
Schaltschwelle beflndet Oder wenn das Eingangssignal auaerhalb (unter Oder 
Ober) den Schaltschwellen liegt. Die Anordnung des Komparators bzw. des 
Fensterkomparators kann sowohl vor dem Integrator als auch danach 
erfolgen Schaltungsanordnungen ohne Integrator (so genannte 
Verstarkermode) sind ebenfalls denkbar. Bei der Anordnung ,m 
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, • a ht Komoarator K weiterhin nach entsprechender 
Verstarkermode wird der Komparawi rx 

Ausqang des Komparators K dient als 
Pegelanpassung verwendet. Der Ausgang 

Steuersignal fQr ein Switch-Register Reg, das d.rekt d.e 

. n Q/ ,hnar fPC oder Digital-Signal-Prozessor DSP) 
Datenubertragung an einen Rechner (PC oder u.g 

ubertragen. 

Eine Anderung Drehwinkeis phi bzw. * Verschiebung ' ~ ■ 
n»nh der Aufnahme oder wahrend des Scannens ernes Bildpunktes bzw 
ZZZZ, «— Die —en -fordung^ and, 

Bildpunkt erroigen w innerhalb von einigen 

nrfektorauflosung bildweise so muB die Scan inner. 
SS^n bis Sekunden erfoigen. Die Abfolge der Einsteilung des 
0 II kann beispieisweise bei einer 5 
A Reihenf o,ge von ,=0,2,4,3,! erfolgen. In diesem Falle w,rd um , U5 (bezogen 
# au die Ausgangsposition for j=0> verschoben. Diese Relhenfolge ha den 
vl ^ JsLnwerte schon nach der Aufnahme der Einzeikanaie , fur 
4 bereohnet und dargestelit warden kannen. Im AnsohluA werden 
da™ 2 verbleibenden EinzelkanSie far j=1,3 gemessen und d,e resti.ohen 
zlohlnwerte berechnet und dan,,, die Me^kurve in ihrer Auflbsung we,ter 
schrittweise verfeinert. 

, n einer wei.eren Anordnung naohAbb^erfoig. eine Manipulation to* 
Verzlng der Eingangssignaie der EinzeldetektionskanSie dur* -n. 
Ve^Terung der Verstarkung von. (A), eine Veranderung der 
Z - ™n 0), durch e,n Einspeisen eines zusStziiehen Offsets vor 
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dem integrator und/oder durch eine digitaie Beeinfluftung der gezahlten 
Photonen bei einer Photonenzahlanordnung. 

in der oben beschriebenen Anordnung wurde elne mtegratorschaltung zur 
Detektion der Einzelkanalsignale verwendet. UneingeschrSnkt kann ,edoch 
auch eine Photonenzahlung in den Einzelkanalen erfolgen. 

Der o g Zeilen- bzw. Matrixdetektor von Hamamatsu besitzt zwischen den 
aneinander grenzenden Einzelkanalen Stege mit einer Breite von 0.2 mrn. 
Diese Stage wirken sich negativ auf den Berechnungsalgorrthmus und auf d,e 
Effizienz der Detektionseinrichtung aus. Zur Vermeidung dieses Effektes kann 
Qqf vor dem Zeilen- bzw. Matrixdetektor ein Mikrolinsenarray nach dem 
Stand der Teohnik angeordne. werden. Dieses Unsenarray fokussiert 
zusatzlich das ankommehde Licht auf die aktiven Bereiohen (EinzelkanSie) 
des Zeilen- bzw. Matrixdetektors. Weiterhin wird das Obersprechen zw,schen 
angrenzenden Einzelkanalen minimiert. 

, n Abb 13 sind 2 Anwendungen des erfindungsgemalJen Verfahren 
darglste^bbasal) zeigt die Aufnahme eines Fluoreszenzspektrums m,t 
der spektrometeranordnung ohne Einsatz des Verfahrens zur Erhohung der 
Detektoraufifisung und Abb^SaE) zeigt das Spektrum des gleichen 
Farbstoffes jedoch diesmal unter Verwendung des Verfahrens. Deutlich ,st d,e 
ErhShung der spektralen Aufiesung an der Trennung der Laserllnie von der 
Fluoreszenz sichtbar. 

in Ahh I3b1) ist das Bild eines Strichgltters mit dem 32 Kanal-Detektor 
gemessen worden. Die Struktur des Gitters ist aufgrund der geringen 
rSumlichen Aufliisung der Detektor nur schwer erahnbar. Abb. 13b2) ze,gt 
den gleichen Bildausschnitt jedoch diesmal aufgenommen- mit dem Verfahren 
zurErhOhung der rSumlichen AuflSsung der Detektionseinheit. Die Strukturen 
sind gut unterscheidbar. 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur optischen Erfassung von charakteristischen G^en einer 

beleuchteten Probe , . 
wobei das von der Probe ruckgestreute, reflektierte und/ Oder fluoresce 
un d/oder transmits Signal mit einem ortsauflosenden Detektor 
detektier, W,rd, indem die von der Probe amende Strahlung auf den 
Detektor abgebildet wird, wobei die Uge der ortsaufgeies. gemessenen 
Strahiung relativ zum Detektor verschoben wird und mittels e.nes 
Aigorithmus aus den bei verschiedenen Verschiebungen gemessenen 
Signaien Zwischenwerte zum Zwecke der Erhehung der Ortsauflosung des 
Detektors ermittelt werden. 
2. 

Verfahren nach Anspruchl, wobei die 

SchrittgrSBe der Verschiebung unterhalb des RastermaBes der 
OrtsauflSsung des Detektors liegt 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine _ 
Verschiebung des Detektors in Riohtung seiner Ortsauflasung und/ Oder e,ne 
Verschiebung Oder Verschwenkung eines abbildenden Elementes ,n 
mindestens einer Achse und/ oder eines reflektiven Elementes in 
mindestens einer Achse und/ Oder eines dispersiven Elementes ,n mindestens 
einer Achse erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
spektral aufgeloste Messung von Spektren uber ein dem Detektor 
vorgeordnetes dispersives Element erfolgt 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

wobei das dispersive Element urn mindestens eine Achse schwenkbar ,st 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
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beifeststehenderndispersiven Element in mindestens einer se,ner 
. Schwenkachsen die rSumlich verSndemde Wirkung der Schwenkung ,n *eser 
Achse durch eine Scaneinheit und/oder Verschiebung des Detektors erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprOohe, wobei bei einem 
UnienscannerzurEchtzeUmikroskopie eine Verschlebung duroh e,nen um 
Idestens eine Achse schwenkbaren Spiege, und/ oder eine Versch,ebung 
des Detektors und / oder einen Spiegei einer Scanspiegelanordnung erfolgt. 

. verfahren nach einem der vorangehenden AnsprOohe, wobei 
•■ wobei bei feststehendem Spiege, in mindestens einer seiner Schwenkachsen 
A ' die raumlich verandernde Wirkung der Sohwenkung in dieser Achse duroh 
eine Scaneinheit und/ oder Verschiebung des Detektors erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprOohe, wobei zwischen einem 
Linienscan und einer dispersiven Aufspaltung umgeschalten w,rd. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei ein dispersive* 
Element zur Erhbhung der spektralen AuflBsung verschwenkt wird und 
weiterhin eine zusatzliche Bewegung des Detektors und / oder einer 
Scaneinheit erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprQche zur optischen 
Erfassung von charakteristischen Grofcen des wellenlangenabhang.gen 
Verhaltens einer beleuchteten Probe, insbesondere des Emiss.ons - 
und/oder Absorptionsverhaltens, vorzugsweise der Fiuoreszenz und/ oder 
Lumineszenz und/ oder Phosphoreszenz und/oder enzymaktivierten 
Lichtemission und/oder enzymaktivierten Fiuoreszenz. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, zur Unterscheidung 
von verschiedenen Farbstoffen und/ oder 
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zur Bes«immung der lokalen Farbstoff-Zusammensetzung eines B„dpunktes 
bei Verwendung von mehreren Farbstoffen simultan und/oder 
zur Bestimmung derlokalen Verschiebung des Emissionsspektrurns in 
Abhangigkeitvon der lokalen Umgebung an den der/die Farbstoffe 

gebunden sind und/oder 
zur Vermessung von Emissionsratiofarbstoffen zur Bestimmung von 

lonenkonzentrationen . 

Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprOohe, zur 
Untersoheidung von verschiedenen Farbstoffen und/ Oder 

zur Bestimmung der lokalen Farbstoff-Zusammensetzung e.nes 

Bildpunktes bei Verwendung von mehreren Farbstoffen s,multan 

zu^Lmung der lokalen Verschiebung des Absorptionssoektnjms in 
AbhSngigkeit von der lokalen Umgebung an den der/die Farbstoffe 

gebunden sind und/oder 
zur Vermessung der Absorptionsratio zur Bestimmung von 
lonenkonzentrationen . 

vtrfahren naoh mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Emissionsstrahlung der Probe mit einem disperslven Element 
aufgespalten und in mindestens einer Richtung ortsaufgeiest de.ekt.ert w,rd. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOohe. 

wobei die Signale von Detektionskanalen gewandelt und digital ausgelesen 

warden und die Berechnung des Algorithmus digital in einem Reohner erfo.gt. 

1 6 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOohe, 

wobel die Signale der Detektorkanale durch eine nichtlineare Verzerrung der 

Eingangssignale beeinflulit werden 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei eine Beeinflussung der Integrationsparameter erfolgt 



18. 
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Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiohe, 
wobei eine Beeinflussung der Kennlinie eines Verstarkers erfolgt 



19. 



Verfahren nach mindestens einem der voranaehenden Anspruche, 
wobei die berechneten Zwischenwerte U nd/ Oder detektierten Sigale zur 
Generierung eines Bildes verwendet wird. 
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Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei eine Berechnung der Zwischenwerte zur schrittweisen Verfeinerung 
von MefJkurven erfolgt. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei ein farbkodiertes Fluoreszenzbild erzeugt wird 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei eine Oberlagerung mit weiteren Bildem erfolgt 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei Qber Komparatoren in Detektionskanalen ein Vergleich des 
gemessenen Signals mit einem Referenzsignal erfolgt und im Fa.le e.ner 
Unterschreitung und/oder Oberschreitung des Referenzsignals erne 
Veranderung der Betriebsweise des Detektionskanales erfolgt . 

• verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei eine Abschaltung und/oder Nichtberucksichtigung des jewe.l.gen 
Detektionskanals erfolgt. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei hierdurch eine Einengung des interessierenden Spektralbereichs 
erfolgt 



26. 



Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei die Signale der Detektionskanale jeweils mittels mindestens e.ner 
integratorschaltung generiert werden 
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Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Signale der Detektionskanale mittels Photonenzahlung und 
anschlieflender Digital/ Analogwandlung generiert werden 
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Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Photonenzahlung zeitkorreliert erfolgt 
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Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
zur Erfassung von Ein- und/oder Mehrphotonenfluoreszenz und/ oder durch 
entangled photon angeregter Fluoreszenz 

,lk 30. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit paralleler Beleuchtung und Detektion, vorzugsweise im 
Wirkstoffscreening .wobei die Probe vorzugsweise eine Mikrotiterplatte «t 

31 

Verfahren nach AnspruchSO, mit linienweiser Detektion 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

in einem Mikroskop 
33 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
zur Detektion in einem Scanning-Nahfeldmikroskop. 
34. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
zur Detektion einer Ein- und/oder Mehrphotonen-Farbstofffluoreszenz .n 
einem Fluoreszenzkorrelierten Spektroskop. 
35. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mittels konfokaler Detektion 
36. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einer scannenden Anordnung 
37. 
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Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einem X/Y Scanner in der Beleuchtung 

38. .. . 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit einem X/Y Scantisch 
39 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mittels nichtkonfokaler Detektion 

40. .. . 

Verfahren naoh mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit descannter Detektion 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit Hellfeldabbildung 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit Punktabbildung 

43. .. . 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit nicht descannter Detektion 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit Hellfeldabbildung 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit nicht scannender, konfokaler oder nichtkonfokaler Detektion und Punkt- 

oder Hellfeldabbildung 

46. ■ 
Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit einem X/Y Scantisch 

47Anordnung zur optischen Erfassung von charakteristischen Graven einer 
beleuchteten Probe , 
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wobei das von der Probe rUokgestreute reflektierte und/ Oder fluoresce 
und/ Oder absorbierte Signal mit einem ortsauflSsenden Detektor detektiert 
wird indem die von der Probe kommende Strahlung auf den Detektor 
abgebildet wird, wobei die Uge der ortsaufgeiest gemessenen Strahlung 
relativ zum Detektor verschoben wird und mittels eines Algorithmus aus den 
bei versohiedenen Verschiebungen gemessenen Signalen Zwischenwerte 
zum Zwecke der Erhahung der OrtsauflSsung des Detektors ermittelt werden. 

48. 

Anbrdnung nach Anspruch47, wobei die 
Schrittgro&e der Verschiebung unterhalb des Rastermalies der 
Ortsauflosung des Detektors liegt 
49 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobe, e.ne 
Verschiebung des Detektors in Richtung seiner Ortsauflosung und/ oder eine 
Verschiebung oder Verschwenkung eines abbildenden Elementes m 
mindestens einer Achse und-/ oder eines refiektiven Elementes .n 
mindestens einer Achse und/ oder eines dispersiven Elementes in mindestens 
einer Achse erfoigt. 

50. ' • • 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobe. e.ne 

spektral aufgeloste Messung von Spektren uber ein dem Detektor 
vorgeordnetes dispersives Element erfoigt 
Jfh 51. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche. wobei 

wobei das dispersive Element urn mindestens eine Achse schwenkbar .st 

52. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobe. 
wobei bei feststehendem dispersiven Element in mindestens einer se.ner 
Schwenkachsen die raumlich verandernde Wirkung der Schwenkung in d.eser 
Achse durch eine Scaneinheit erfoigt. 



53. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei be. e.nem 
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LinienscannerzurEchtzeiUnikroskopie eine Verschiebung durch einen urn 
£EL eine Achse schwerrkba ran Spiege, un d / Oder eine Vers— 
L Detektors und , Oder einen Spiegel einer Scannspiegelanordnung 



erfolgt. 
54 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, « obe « 
.M M feststehendem Spiegei in mindestens e,ner 
die raumlich verandemde VWkung der Schwenkung in d,eser Aohse duroh 
eine Scaneinheit erfolgt. 



55. 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei zwischen 
11 Linlscan und einer dispersiven Aufspatiung umgeschalten wrt. 

Ldnung nach einen, der vorangehenden AnsprOohe, wobe, ein disperses 
Hement zur Erhohung der spektralen AuflSsung versohwenkt w,rd und 
we «erhin eine zusatzliohe Bewegung des Detektors und Oder Scanners 

erfolgt. 

Ldnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei zur optischen 
Erfassung von charakteristischen GrSBen des wellenlSngenabhang.gen 
Verhaltens einer beleuchteten Probe, insbesondere des Emiss.ons - 
und/oder Absorptionsverhaltens, vorzugsweise der Ruoreszenz und/ Oder 
Lumineszenz und/ Oder Phosphoreszenz und/oder enzymaktivierten 
Lichtemission und/oder enzymaktivierten Fluoreszenz, 



58 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, zur Untersoheidung 
von verschiedenen Farbstoffen und/ Oder 

zur Besttnmung der lokalen Farbstoff-Zusammensetzung ernes BUdpunktes 
bei Verwendung von mehreren Farbstoffen simultan und/oder 
zur Bestimmung der iokalen Verschiebung des Emissionsspektrums ,n 
Abhangigkeit von der lokalen Umgebung an den der/die Farbstoffe 
gebunden sind und/oder 
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zur Vermessung von Emissionsratiofarbstoffen zur Bestimmung von 

lonenkonzentrationen . 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, zur 

Unterscheidung von verschiedenen Farbstoffen und/ Oder 

zur Bestimmung der iokalen. Farbstoff-Zusammensetzung e.nes 

Bildpunktes bei Verwendung von mehreren Farbstoffen s.multan 

und/oder , * ^ 

zur Bestimmung der Iokalen Verschiebung des Absorptlonsspektrums m 
Abhangigkeit von der Iokalen Umgebung an den der/die Farbstoffe 

gebunden sind und/oder 
zur Vermessung der Absorption sratio zur Bestimmung von 
lonenkonzentrationen . 

60. ... 
Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Emissionsstrahlung der Probe mit einem dispersiven Element 
aufgespaiten und in mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert w.rd. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Signale von Detektionskana.en gewandelt und digital ausgelesen 
werden und die Berechnung des Algorithmus digital in einem Rechner erfolgt. 

62. .... 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei die Signale der Detektorkanale durch eine nichtlineare Verzerrung der 

Eingangssignale beeinflu&t werden 

63. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei eine Beeinflussung der Intergrationsparameter erfolgt 

64. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei eine Beeinflussung der Kennlinie eines Verstarkers erfolgt 
- 65. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
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wobei die berechneten Zwischenwerte und/ Oder detektierten Sigale zur 
Qenarierung eines Bildes verwendet wird. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei ein farbkodiertes Fluoreszenzbild erzeugt w>rd 

Ldnung naoh mindestens einem der vorangehenden AnsprUohe. 
wobei eine Oberlagerung mil weiteren Bildern erfolgt 

Ldnung naoh mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei Ober Komparatoren in Detektionskanalen ein Verg>e,ch des 
gemessenen Signals hot einem Referenzsignal erfolgt und ,m Falle e.ner 
Unterschreitung und/oder Oberschreitung des Referenzsigna Is e.ne 
Veranderung der Betriebsweiser des Detektionskanales erfolgt 
69 

Anordnung naoh mindestens einem der vorangehenden AnsprOche. 
wobei eine Absohaltung und/oder NichtberOcksichtigung des jewe,„gen 
Detektionskanals erfolgt. 
70 

Anordnung naoh mindestens einem der vorangehenden AnsprOche 
wobei hieLrch eine Bnengung des interessierenden Spektraibere.ohs 

erfolgt 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruohe, 
wobei die Signale der Detektionskanale Jeweils mittels mindestens e,ner 
Integratorschaltung generiert werden 

Inordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei die Signale der Detektionskanale mittels Photonenzahlung und 
anschlieliender Digital/ Analogwandlung generiert werden 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 

wobei die Photonenzahlung zeitkorreliert erfolgt 

74. 
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Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche 

zur Erfassung von Ein- und/oder Mehrphotonenfluoreszenz und/ oder durch 

entangled photon angeregter Fluoreszenz 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit parallel Beleuchtung und Detektion, vorzugsweise .m 

• «KoiHiP Probe vorzugsweise eineMIkrotiterplatteist. 
Wirkstoffscreening .wobei die ProDe vorzuys>w 



76. 

Anordnung nach Anspruch.75 mit linienweiser Detekt.cn 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
in einem Mikroskop 

78. ... 
Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

zur Detektion in einem Scanning-Nahfeldmikroskop. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
zur Detektion einer Ein- und/oder Mehrphotonen-Farbstofffluoreszenz ,n 
einem Fluoreszenzkorreiierten Spektroskop. 

80. .. . 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mittels konfokaler Detektion 

81 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einer scannenden Anordnung 

82. .. . 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mit einem X/Y Scanner in der Beleuchtung 
83 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einem X/Y Scantisch 

84. . 
Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

mittels riichtkonfokaler Detektion 



n 



Anordnung nach einem der vorangehenden AnsprOche. 

mit einer scannenden Anordnung 

Ldnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit descannter Detektion 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
mit Hellfeldabbiidung 

Ldnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
mit Punktabbildung 

QQ 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
mit nicht descannter Detektion 

Ldnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
mit Hellfeldabbiidung 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche 
nTnicht scannender, Honker oder nich—aier DeteKt,on und PunKt- 
Oder Hellfeldabbiidung 

Lrdnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
mit einem X/Y Scantisch 
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